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Serotype identification of bluetongue virus isolates in Japan based 
on genetic and phylogenetic characterization 





































































































































































H本国内で 1985-2008年に分離された 14株の BTV
を供試した （表 1)。全 14株中 13株は，九ヽ HI地方あるい
は沖縄県においてウシ血液やヌカカから分離されたもの





Full-length amplification of cDNAs (FLAC)法によ
るcDNAの合成および遺伝子解析
本研究では， Maanら (2007)の報告 に従い， BTV
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感染細胞からの 2本鎖 RNAの抽出 ・精製およびFul-
length amplification of cDNAs (FLAC)法によるゲノ
ム分節 2全長のcDNA合成を行った I)。FLAC法の概
要を説明すると， まず T4RNA ligase 1 (New England 
Biolabs)を用いて 2本鎖 RNAの3'末端にアンカープ
ライマー (p-GACCTCTGAGGATTCT AAAC I iSp9 / 
TCCAGTTT AGAA TCC-OH)を結合させた。その後ア




RNaid Kit (BIO 101)を用いて抽出し，ThermoScriptRT 
(Life Technologies)を用いた逆転写反応によってcDNA
を合成した。その後， FLAC法により合成した cDNAを










分節の長さ ORF VP2分子盈 GC含罹
5'末端配列 （＋鎖） 3'末端配列 （＋鎖）
（塩基数）（塩基数） (kDa) （％） 
173 2935 22-2901 112.3 418 GTTAAAAACGTTAGCCTGGAG謳 TAATCCTGTGACAGGGATTGGGCGCGTTT ACACTT AC 
KY63 2935 22-2901 1123 41.8 GTTAAAAACGTT AGCCTGGAGA'.ffi T AATCCTGTGACAGGGATTGGGCGCGTTT ACACTT AC 
ON89-l 2922 18-2885 110.2 41 8 GTT AAA TT AGTCTCGTG塵 声 CCCTAGTGACATAGGGTGCACGGACTAATCAACTTAC


































42.0 GTTAAATTAGTCTCGTGA匹 TAACCCTAGTGACATAGGGTGCACGGACTAATCGACTTAC 
414 GTTAAAAACGTTGCCCGGAG謳 TAACCCCGTGACAAGGGTTGGGCACGCTTTCACTTAC 
41.9 GTTAAAAACGTTAGCCT AGAG五匝 TAATCCCGTGACAGGGATTGGGCGCGTTTACACTTAC
41.9 GTTAAAAACGTTAGCCTAGAGA_TI;_ T AATCCCGTGACAGGGATTGGGCGCGTTTACACTT AC 
419 GTTAAAAACGTTAGCCTAGAGA匹声TCCCGTGACAGGGATTGGGCGCGTTTACACTT AC 
418 GTTAAAAGTTATCTAGGA'. 囚 事 TCCCAGTGACATGGGGCTCCTAGAGCTTACACTTAC
42.5 GTT AAAACAGTCTCGCG謳 叫 CCTGCGTGACTGCAGGCCCGCGATCTGTTACACTTAC
420 GTTAAAAACGTTAGCCTAGAGぷ囚 I紐.TCCCGTGACAGGGATTGGGCGCGTTCACACTTAC
42.0 GTT AAAAACGTTAGCCT AGAGATG T AATCCCGTGACAGGGATTGGGCGCGTTCACACTTAC 
[BTV16] ON90-4 (沖繍 1990)
[BTV16] KY63 (鹿児島 1987)BTV16 RSArrrr/16 
[BTV16] 173 (能本 1985) [BTV16] KSB-7/C/08 (評甲鳥2008)
















2に示した。ゲノム分節 2の全長は 2,904~ 2,943塩基で
あり， GC含量は 41.6~ 43.6%であった。終止コドンの
配列は保存されておらず，TAA.TAG, TGAの3種類
が確認された。5'非翻訳領域の長さは 17~ 21塩基であ
り， 3'非翻訳領域は 34~ 37塩基であった。全ての供試
株において， 5'末端 (5'-GTTAAA・・・-3')および3'末端
(5'・-・ACTTAC-3')の6塩基はそれぞれ保存されていた。
オ プンリ デイングフレム (0pen readmg frame : 
ORF)の長さは 2,853~ 2,889塩基であり（終止コドンを




供試株および血清型参照株 （血清型 1~ 24)のゲノム
分節 2の塩基配列から分子系統樹を作成した結果，供試
株は nucleotypeB, C, E, G, Iの5つに分類された （図
1) 10)。これら 5つの nucleotypeについて，外国で分離さ
れた野外株の塩基配列を加えてnucleotype別の分子系統
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ゲノム分節2の分子系統樹解析による血清型参照株や
外国分離株との比較により， BTVB本国内分離株が5つ
のnucleotypes(B, C, E, G, I)に分類されると同時に，
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Summary 
Serotype identification of bluetongue virus isolates in Japan based on genetic and 
phylogenetic characterization 
Hiroaki SHIRAFUJI i_ Tohru Y ANASE i_Tomoko KATO zJ & Makoto YAMAKAWA D 
We conducted genetic and phylogenetic analyses of genome segment 2 (Seg-2). which encode serotype-specific 
structural proteins of the outer capsid, of bluetongue virus (BTV) isolated in Japan from 1985 through 2008. The Japanese 
strains of BTV were clearly sorted into 6 groups by several genetic characteristics of Seg-2 including segment length, 
open reading frame length, and 5'-and 3'-terminal sequences, and they were identifed as serotypes 2, 3, 9,12, 16and 21 
by phylogenetic comparisons with Seg-2 of reference and field strains of 24 serotypes (1 to 24). Thus, our present study 
revealed that at least 6 serotypes of BTV were isolated in Japan. Our data w叫 dbe beneficial for understanding BTV 
epidemiology and for taking better control measures against bluetongue in Japan and its neighboring countries in the 
Asia-Pacifc region. 
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